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Manda Karaci¤er ve Böbrek Doku Arginaz›n›n Fotoinaktivasyonu ve
Kinetik Özellikleri

Necmi ÖZDEM‹R, Mehtap ÖZÇEL‹K
F›rat Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, Biyokimya Anabilim Dal›, Elaz›¤ - TÜRK‹YE

Gelifl Tarihi: 21.11.2000

Özet: Manda karaci¤er ve böbrek doku arginaz› 150 w ›fl›k varl›¤›nda 0.05mM metilen mavisiyle önemli bir flekilde inhibe olmufltur.
Bu inhibisyonun karaci¤er ve böbrek dokular›nda farkl› oldu¤u bulunmufltur. Thiosemicarbazide diacetyl-monoxime urea (TDMU)
metodu kullan›larak arginaz aktivitesi spektrofotometrik olarak ölçülmüfltür.
Manda karaci¤er ve böbrek doku arginaz› metilen mavisi varl›¤›nda 150 w ›fl›¤a maruz b›rak›ld›ktan sonra MnCl2 ilavesi ile
aktivitedeki düflüfl az olmufltur. Ama MnCl2 ile preinkübasyona tabii tutulduktan sonra metilen mavisi uyguland›¤›nda aktivitedeki
düflüfl daha fazlad›r. Oda ›fl›¤› ve karanl›kta enzim aktivitesi karaci¤er dokusunda %45-48; böbrek dokusunda %30-40 oran›nda bir
düflüfl oldu¤u ortaya konulmufltur.150 w ›fl›k kayna¤› alt›nda ise, karaci¤er dokusunda %63; böbrek dokusunda %33'lük bir
inhibisyon görülmüfltür. Enzimatik reaksiyon gün ›fl›¤›nda veya karanl›kta olufltu¤u zaman metilen mavisinin manda karaci¤er ve
böbrek arginaz›na ilavesi arginaz aktivitesini azaltmaktad›r. Manda karaci¤er ve böbre¤inde bulunan arginaz›n metilen mavisi
taraf›ndan fotoinaktivasyona neden oldu¤u gösterilmifltir. Metilen mavisinin manda karaci¤er ve böbrek doku arginaz› üzerindeki
inhibitör etkisi incelenmifl ve kinetik özellikleri araflt›r›larak inhibisyonun nonkompetatif oldu¤u ortaya konulmufltur.
Fotoinaktivasyon muhtemelen etkisini arginaz molekülünde bulunan histidil art›klar›n›n imidazol gruplar›n› de¤iflikli¤e u¤ratarak
göstermektedir.
Anahtar Sözcükler: Fotoinaktivasyon, Arginaz, Üre döngüsü

Photoinactivation of Buffalo Liver and Kidney Tissue Arginases and its Kinetic Properties
Abstract: Exposure of buffalo liver and kidney tissue arginases to a 150 w light source from a distance of 8-10 cm, in the presence
of 0.05mM methylene blue, caused significant inhibition of arginase activity. It was determined that this inhibition occurred
differently in liver and kidney tissues. Arginase activity was spectrophotometrically measured using the Thiosemicarbazide diacetylmonoxime urea (TDMU) method.
Following preincubation with MnCl2, exposure to a 150 w light source and the addition of methylene blue, the activity of arginase
was found to be lower than that after preincubation with a 150 w light source and methylene blue and the addition of MnCl2.
Addition of methylene blue to buffalo liver and kidney tissue did not reduce the activity of arginase when the enzymatic reaction was
carried out in darkness or in daylight, indicating that arginase is subject to photoinactivation by methylene blue. Enzyme inhibition
was reduced 45-48% to 63% in the liver tissue and 30-40% in the kidney tissue. The inhibitory effect of methylene blue on buffalo
liver and kidney tissue of arginase and its kinetic properties were studied. The inhibition was found to be noncompetitive.
Photoinactivation might show its effect by modifying imidazole groups of histidyl residues in arginase molecules.
Key Words: Photoinactivation, Arginase, Urea Cycle

Girifl
Arginaz ((EC.3.5.3.1.) L-arginin üreohidrolaz), Üre
Döngüsü’nün son basama¤› olan, arginini üre ve ornitine
parçalayan enzimdir. Varl›¤› ilk defa 1904 y›l›nda Kossel
ve Dakin taraf›ndan keflfedilen arginaz sitoplazmik bir
enzimdir (1,2,3).
Enzimin esas yeri karaci¤er dokusudur. Karaci¤er
dokusu d›fl›ndaki dokularda da rastlanm›flt›r. Bu dokular›n
bafll›calar› kan hücrelerinden eritrosit, lökosit, trombosit;
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iskelet ve kalp kas›; böbrek; meme; plasenta; testisler vb.
birçok dokuda varl›¤› ispatlanm›flt›r (4,5,6).
Arginaz enzimi tam bir aktivite göstermesi için
++
kofaktör olarak Mn iyonlar›na ihtiyaç duymaktad›r. Bu
da enzimin tetramerik yap›ya sahip olmas›ndan
kaynaklanmaktad›r. Mn++ katyonlar›, arginaz enzimine
ba¤lanarak enzimi dayan›kl› hale getirmektedir(6).
Fotoinaktivasyon, enzimdeki histidil art›klar›n›n
(histidyl residues) imidazol gruplar›n›n parçalanmas›
sonucu olufltu¤u ve bu suretle enzime ligant›n
ba¤lanmamas› sonucu katyonlar›n etkili olmad›¤› daha
önce öne sürülmüfltür. Metilen mavisinin ›fl›kta ar›t›lm›fl
s›çan karaci¤er arginaz›n› da fotoinaktivasyona u¤ratt›¤›
ve enzimin aktivitesini önemli ölçüde azaltt›¤›
bilinmektedir (7).
Bu araflt›rma, manda karaci¤er ve böbrek doku
arginaz›n›n kinetik özelliklerini tespit etmek için
yap›lm›flt›r. Bu kinetik özelliklerden Km, Vmax ve metilen
mavisinin ›fl›¤a karfl› enzim üzerindeki etkilerinin ortaya
koyulmas› amaçlanm›flt›r.
Materyal ve Metot
Araflt›rmada kullan›lan manda karaci¤er ve böbrek
dokular› Elaz›¤ Elet Tic. A.fi. Kesimevi’nde kesilen 5
mandadan karaci¤er ve böbrek doku örnekleri al›n›p bu
dokular›n hepsi ayr› ayr› %0.9 luk NaCl içinde en k›sa
zamanda laboratuara getirilmifltir. Bu dokular›n hepsinde
deneyler 3 kez tekrarland›ktan sonra kinetik sonuçlar
bulunmufltur.
Al›nan dokular iki süzgeç ka¤›d› aras›na konup,
kurutulduktan sonra MnCl2 ile suland›r›larak PotterElvenjam cam-cam homojenizatörde homojenize
edilmifltir. Homojenatlar so¤utmal› santrifüjde 16000g'de
15 dakika santrifüj edilerek, süpernatantlar deney için
kullan›lm›flt›r.
Arginaz enzim aktivitesi, L-argininin arginaz ile
hidrolizi sonucu oluflan ürenin TDMU yöntemiyle
ölçülmesi sonucu saptanm›flt›r (8). Örnekler önce 4 mM
MnCl2 ile 0.05 mM ‘l›k metilen mavisi varl›¤›nda 52 ºC de
9 dakika metabolik su banyosunda preinkübasyona tabii
tutulmufltur.
1-Örneklerin metilen mavisiyle muamelesi: Deney
koflullar›na göre preinkübasyon ifllemi metilen mavisinin
etkisini araflt›rmak üzere 10 dakikal›k iki dönem halinde
toplam 20 dakika olarak uygulanm›flt›r. Metilen mavisi
flartlara göre I. ve II. preinkübasyon aflamas›nda ilave
edilmifltir.
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2-Örneklerin ›fl›k kayna¤› ile muamelesi: Metilen
mavisinin ilave edildi¤i koflullara göre ayn› flekilde
preinkübasyonun de¤iflik aflamalar›nda numunelere 8-10
cm mesafeden 150 w ›fl›k kayna¤›na maruz b›rak›lm›flt›r.
Enzimatik kar›fl›m 1ml olup, bu kar›fl›m 50 mM Largininden (pH=9.5) 0.4 ml; 75 mM karbonat
tamponundan (pH=9.5) 0.4ml; 0.2ml de enzim kayna¤›
olacak flekilde haz›rlanm›flt›r. Tüplere önce L-arginin,
sonra karbonat tamponu konularak preinkübasyondan
ç›kan enzim kayna¤› ilave edilip inkübasyon için 37ºC de 4
dakika sallant›l› metabolik su banyosunda tutularak
enzimatik tepkime bafllat›lm›flt›r. Daha sonra 3 ml asit
kar›fl›m› ilave edilerek reaksiyon durdurulmufltur. Üzerine
2 ml renk ay›rac› konulup kar›flt›r›larak tüpler 10 dakika
kaynar su içinde bekletilmifltir. Daha sonra renk oluflumu
sa¤lanm›flt›r. Oluflan renge göre, 520 nm dalga boyunda
elde edilen örneklerin absorbans›ndan s›f›r zaman
körlerinin absorbanslar›n›n ç›kar›lmas›yla kalan de¤er
Ünite üzerinden de¤erlendirilmifltir.
Doku homojenatlar›ndaki protein miktar› Biüret
Metodu ile ölçülmüfltür (9).

Ünite : 1 mg proteinin 1 saatte oluflturdu¤u üre
miktar›n›n mikromol cinsinden ifadesidir. µ mol üre/mg
protein X saat olarak al›nm›flt›r.
Bulgular
Manda karaci¤er ve böbrek dokular› 8 mM MnCl2 ile
suland›r›l›p 53ºC de 9 dakika I. preinkübasyona
b›rak›ld›ktan sonra 0.0025-0.05mM aras›nda de¤iflen
konsantrasyonlar›nda metilen mavisi ilave edilmifl ve 53ºC
de 9 dakika II. preinkübasyona b›rak›lm›flt›r.
Metilen mavisinin 0.0025 mM konsantrasyonunda
kontrole göre; karaci¤er dokusunda %20, böbrek
dokusunda %22’lik bir düflüfl olmufltur. Metilen mavisinin
konsantrasyonu
0.05mM
oldu¤unda
karaci¤er
dokusundaki aktivitede %74’lük, böbrek dokusundaki
aktivitede ise yaklafl›k %70’lik düflüfl oldu¤u görülmüfltür
(fiekil 1).
Süpernatantlar 8 mM'l›k MnCl2 ile I. preinkübasyon
sonras›
II.
preinkübasyonda
farkl›
substrat
konsantrasyonunda 0.03 mM'l›k metilen mavisi ilave
edilerek II. preinkübasyona tabii tutulmufltur. Metilen
mavisi ve 150 w ›fl›k varl›¤›nda manda karaci¤er
dokusunda yaklafl›k %15 (fiekil 2a), manda böbrek
dokusunda da %39 'luk (fiekil 2b) aktivite kaybetmifltir.
Manda karaci¤er ve böbrek dokusunun farkl› arginin
konsantrasyonlar›nda arginaz aktiviteleri saptanarak
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fiekil 1(a-b): Manda karaci¤er dokusu(a) ve böbrek dokusu(b) arginaz›n›n de¤iflik konsantrasyonlar›ndaki metilen mavisi ile fotoinaktivasyon e¤risi.
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fiekil 2(a-b): Metilen mavisinin manda karaci¤er dokusu(a) ve manda böbrek dokusu (b) arginaz aktivitesi üzerine farkl› substrat yo¤unluklar›ndaki etkisi.

Michaelis-Menten grafi¤ine göre de¤erlendirilmifltir (fiekil
2a-2b). Bu de¤erlendirmeyle Lineweaver-Burk grafi¤ine
göre her iki dokudaki inhibisyonunda nonkompetatif
oldu¤u görülmüfltür (fiekil 3a-3b).
Manda karaci¤er ve böbrek dokusunun 4mM MnCl2,
%0.01 mM metilen mavisi kontrol grubuna göre farkl›
ortamlardaki durumu çal›fl›lm›flt›r. Oda ›fl›¤›, karanl›k ve

150 w ›fl›k ortam› kullan›lm›flt›r. Her ortamda farkl›
sonuçlar elde edilmifltir.
Tablo 1-2 de görüldü¤ü gibi manda karaci¤er ve
böbrek dokusunun 4mM MnCl2, 0.01mM metilen mavisi
varl›¤›nda farkl› ortamlardaki durumu çal›fl›lm›flt›r.
Kontrol grubuna göre oda ›fl›¤›nda karaci¤er dokusu
%55, böbrek dokusu %70; 150 w ›fl›kta karaci¤er
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fiekil 3(a-b): Metilen mavisinin manda karaci¤er(a) ve böbrek dokusu(b) arginaz aktivitesi üzerindeki inhibitör etkisinin Lineweaver-Burk yöntemi ile
de¤erlendirilmesi.
Tablo 1.

De¤iflik ›fl›k koflullar›nda metilen mavisinin manda
karaci¤er doku arginaz aktivitesi üzerine olan etkisi.

Tablo 2.

De¤iflik ›fl›k koflullar›nda metilen mavisinin manda böbrek
doku arginaz aktivitesi üzerine olan etkisi.

Aktivite %

Aktivite %

Koflullar

Oda Ifl›¤›
150W Ifl›k
Karanl›k

Koflullar
Kontrol

Kalan aktivite
(+Metilen mavisi)

100
100
100

55
47
52

Oda Ifl›¤›
150W Ifl›k
Karanl›k

Kontrol

Kalan aktivite
(+Metilen mavisi)

100
100
100

70
67
60

dokusu %55, böbrek dokusu %67; karanl›k ortamda ise
karaci¤er dokusu %47, böbrek dokusu %60 enzimi
inhibe oldu¤u görülmüfltür.

uygulanmas›nda ise karaci¤er dokusunda %63'lük,
böbrek dokusunda %45'lik bir inhibisyon tesbit edilmifltir
(C).

Tablo 3-4 de görüldü¤ü gibi manda karaci¤er ve
böbrek doku süpernatantlar›na MnCl2 ve metilen
mavisinin I. ve II. preinkübasyonda farkl› preinkübasyon
aflamas›nda ilave edildi¤inde flu sonuçlar bulunmufltur:
8mM MnCl2 ve %0.1 mM metilen mavisinin I.
preinkübasyonda koyup 150 w ›fl›k uygulanarak 18
dakikal›k preinkübasyon uygulanan deney sonucunda
manda kontrol grubuna göre; karaci¤er dokusunda %59,
böbrek dokusunda ise %39 aktivitenin düfltü¤ü
görülmüfltür (B).

150 w ›fl›k varl›¤›nda I. preinkübasyonda MnCl2, II.
preinkübasyonda metilen mavisi ilave edildi¤inde ise,
karaci¤er dokusunda %45'lik, böbrek dokusunda %58'lik
bir düflüfl oldu¤u görülmüfltür (D).

I.
preinkübasyonda
metilen
mavisi,
II.
preinkübasyonda ise MnCl2 eklenerek 150 w ›fl›k
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Tart›flma
Metilen mavisi ve 150 w ›fl›¤›n, manda karaci¤er ve
böbrek dokusu arginaz›n› inhibe etti¤i görülmüfltür. Daha
önce yap›lan çal›flmalarda (10,11,12), metilen mavisinin
ve 150 w ›fl›¤›n arginaz aktivitesi üzerinde inhibitör etki
yapt›¤› kan›tlanm›flt›r .
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Tablo 3.

MnCl2, metilen mavisi ve ›fl›¤›n
manda karaci¤er arginaz›n›n
fotoinaktivasyonuna olan etkileri.

Tablo 4.

MnCl2, metilen mavisi ve ›fl›¤›n
manda
böbrek
arginaz›n›n
fotoinaktivasyonuna olan etkileri

I. ve II. Preinkübasyon

(+) veya (-) iflareti A, B, C, D tüplerinde o maddenin varl›¤›n› veya yoklu¤unu
göstermektedir.

MnCl2

A
B
C
D

% 0.1’lik
Metilen

% 0.1’lik
Metilen

+

150W Ifl›k

Oda Ifl›¤›

Kalan
%
Aktivite

+
+
+

+
-

100
38
42
39

Ifl›kland›rma
MnCl2

+
-

II. Preinkübasyon

I. ve II. Preinkübasyon

(+) veya (-) iflareti A, B, C, D tüplerinde o maddenin varl›¤›n› veya yoklu¤unu
göstermektedir.

Samuel (13), arginaz enziminin substrat ilave
edilmeden önce inhibitör ile karfl›laflmas› halinde
inhibisyon olay›n›n fazla oldu¤unu; substrat ile inhibitör
karfl›laflt›ktan sonra enzim ilave edildi¤inde de
inhibisyonun az oldu¤unu aç›klam›flt›r. Enzimimiz
inhibitörle karfl›laflt›kdan sonra aktivatör olan MnCl2
uyguland›¤›nda inhibisyonun karaci¤er dokusu için %45,
böbrek dokusu için de %58 oldu¤u, oysa aktivatör
uyguland›ktan sonra inhibitörün uygulanmas›yla da
inhibisyonun karaci¤er dokusu için %37, böbrek dokusu
için %39 oldu¤u görülmüfltür. Böylece enzim önce
inhibitörle karfl›lafl›p daha sonra aktivatörle muamele
edilmesinde inhibisyon daha az olmaktad›r. Çünkü,
substrat inhibitöre ba¤land›ktan sonra E-M++
kompleksinden Mn++ ’n›n ayr›lmas› daha zor olur.
Enzim, metilen mavisi ve MnCl2‘ün farkl› ortamlarda
ilavesiyle inhibisyon gerçekleflti¤i görülmüfltür. Arginaz
enzimi dimerik yap›dad›r (E-Mn2). Mn++ iyonlar› bu
dimerik yap›ya ba¤lanarak enzimi tetramerik (E-Mn4)
yap›ya dönüfltürmektedir. Böylece tam aktivite gösterdi¤i
ispatlanm›flt›r (14). Metilen mavisi ve 150 w ›fl›k enzimin

aktivatörü olan MnCl2 ile tetramer yap› kazanmas›n›
engellemektedir. Elde edilen sonuçlara göre
fotoinaktivasyon enzimin yap›s›nda önemli de¤ifliklik
sonucu olmaktad›r.
150w
›fl›kla
5-10
cm
uzakl›kta
enzim
fotoinaktivasyona u¤ramaktad›r. Enzimin histidil
gruplar›n›n imidazol grubunun parçalanmas› sonucu
oluflturdu¤u ve bu suretle enzime ligant›n ba¤lanmad›¤›n›,
neticede Mn++ katyonlar›n›n etkili olmad›¤› daha önce
yap›lan çal›flmada gösterilmifltir (14).
++

Manda böbrek ve karaci¤er homojenat›n›n Mn
katyonlar› ile preinkübasyondan sonra metilen mavisiyle
›fl›¤a maruz b›rak›lmalar› sonucunda inaktivasyon düzeyi
düflmektedir. Enzimin oligomerik yap›ya kavufltuktan
sonra histidil art›klar›n›n y›k›m› oligomerik yap›n›n
de¤iflimini ancak belli miktarda etkilemektedir. Daha önce
yap›lan çal›flmada (15), metilen mavisinin oda ›fl›¤›nda
fotokimyasal bir oksidant olarak hareket etti¤i
bilinmektedir. Bu fotokimyasal oksidasyon esnas›nda
proteinlerde bulunan amino asitler modifikasyona
u¤ramaktad›r. Özellikle histidin, metionin, sistein,
999
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triptofan, tirozin ve sistin amino asitlerinin yan gruplar›
bu de¤iflime maruz kalmaktad›r.
Fotodinamik y›k›m olarak bu olayda histidil art›klar›
önemli ölçüde y›k›ma u¤ramakta buna ba¤l› olarak da
arginaz enzimi aktivitesini kaybetmektedir (15).
Ortam ne olursa olsun metilen mavisi manda karaci¤er
ve böbrek dokusu için inhibitör etki etmektedir. 150 w

›fl›k eklenmesi ise inhibisyonu daha önemli hale getirerek,
manda karaci¤er ve böbrek doku arginaz enzimini
fotoinaktivasyona u¤ratmaktad›r. Fotoinaktivasyon,
arginaz›n yap›s›ndaki histidil gruplar›n›n imidazol halkas›n›
bozarak inhibitör etki yapt›¤› ispatlanm›flt›r. Manda
karaci¤er ve böbrek doku arginaz›n›n da bu flekilde inhibe
oldu¤u ihtimali fazlad›r.
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